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Gaschromatographische Bestimmung von Ameisensäure im Harn in Form von Kohlenmonoxid
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Hamburg
(Eingegangen am 15. Juli/5. November 1975)
Zusammenfassung: Es wird eine gaschromatographische Methode zur Bestimmung der Ameisensäurekonzentration
im menschlichen Harn beschrieben. Die analytische Zuverlässigkeit der Methode erfüllt die Anforderungen der
statistischen Qualitätskontrolle. Die Wiederauffmdungsraten lagen zwischen 101,2 und 105,7%; die Variations-
koeffizienten zwischen 2,9 und 7,2%. Die Spezifltät der Methode erwies sich bei der Analyse einer Reihe anderer
im Harn vorkommender Stoffe, die keine Beeinträchtigung der Ameisensäurebestimmung hervorriefen. Die Nach-
weisgrenze von rund 4,3 / Ameisensäure im Harn ermöglicht es, die Ameisensäurekonzentration in Harn von
Normalpersonen zu bestimmen. Bei einem Kollektiv (n = 30) von Normalpersonen wurden Ameisensäureausschei-
dungen zwischen 0 und 2,79 mmol/Lund im Mittel 0,39 ± 0,60 mmol/1 gemessen.
Gas Chromatographie determination of formic acid in urine as carbon monoxide
Summary: A gas Chromatographie,method for determining formic acid in human urine is described. The analytical
reliability of this method fullfills the criteria of statistical quality control. The rate of recovery is 101.2 to 105.7%,
the variability coefficients lie between 2.9 and 7.2%. The selectivity of this method is demonstrated by analysing a
group of components normally occuring in urine which did not interfere with the determination of formic acid. The
detection limit of about 4.3 / formic acid in urine permits the determination of the concentration of formic
acid in the urine of normal persons. The concentrations of formic acid in the urine of a group of normal persons lies
between 0 and 2.79 mmol/1. The average concentration was 0.39 ± 0.60 mmol/1.
Einleitung
Nach gegenwärtigen Kenntnissen darf davon ausgegan-
gen werden, daß die industriell in großem Maße ver-
wendeten Methylhalogenide, Methylchlorid (1) und
Methylbromid (2), im Körper zu den entsprechenden
Halogenwasserstoffen und Methanol (3,4, 5) hydfoly-
siert werden. Letzteres wird seinerseits über Form?
aldehyd zu Ameisensäure metabolisiert und im Harn
ausgeschieden. Der Bestimmung der Ameisensäure
im Ham könnte damit als Beurteilungsgrundläge für
das Ausmaß der'Giftstoffbelastung arbeitsmedizinische
Relevanz zukommen. Eine zuverlässige und praktische
Bestiinmungsmethode ist jedoch nicht nur unter prä-
ventiv-medizinischen Aspekten von Interesse, sondern
könnte auch zu einer Vertiefung der bisher lücken-
haften Kenntnisse über den Metabolismus der Methyl-
halogenide führen.
Unter diesem Gesichtspunkt wird im folgenden ein gas-
ehromatögraphisches Verfahren zur Bestimmung der
Ameisensäure im Harn vorgestellt, das sich durch Prak-
tikabilität sowie Validität auszeichnet und unter gäschro-
matographischen Bedingungen arbeitet, die auch zur
Bestimmung von Kohlenmonoxid im Blut und in der
Luft Verwendung finden können (6). Auf die Darstel-
lung der bisher bekannten Bestimmungsmethoden für
Ameisensäure soll hier verzichtet werden. Hier sei auf
die umfangreichen Literaturhinweise in den Arbeiten
von Rietbrock (7) und Doms (8) verwiesen.
Methodik
Prinzip der Methode
Die im Harn vorliegende Ameisensäure wird durch Wasserdampf-
destillation von anderen Bestandteilen abgetrennt. Als einzige
aliphatische Carbonsäure zerfällt sie unter der Einwirkung von
konzentrierter Schwefelsäure zu Wasser und Kohlenmonoxid.
Dieses wird nach katalytischer Reduktion zu Methan durch
eine gaschromatographische Analyse eines aliquoten Teils
der Dampf phase quantitativ mit einem Flammenionisations-
detektor bestimmt.
Experimentelles
Aufarbeitung des Harns
20 ml Barn werden mit Schwefelsäure (106,6 g/kg) auf pH 2
eingestellt und einer Wasserdampfdestillation unterworfen. In
einem 100 ml Meßkölbchen, in dem 5 ml 5 mol/1 Natronlauge
vorgelegt sind, werden genau 95 ml Destillat aufgefangen. Da-
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nach schüttelt man den Meßkolben mehrmals um und bewahrt
das Destillat bis zur gaschromatographischen Analyse im Kühl-
schrank auf. Grundsätzlich werden bei jeder Analysenserie
zwei Reagenzienleerwerte mitgefühlt, die in gleicher Weise
aufgearbeitet werden.
Erzeugung von Kohlenmonoxid
Zur Erzeugung von Kohlenmonoxid aus den ameisensäurehalti-
gen Lösungen werden 2 ml des \Vasserdampfdestillates in eine
mit Stickstoff gespülte Stechampulle (20 ml; Perkin Eimer) pi-
pettiert. Um bei der weiteren Aufarbeitung die Wärniereaktion
und damit mögliche Kohlenmonoxidverluste möglichst gering
zu halten, werden die Proben nun in der Tiefkühltruhe eingefro-
ren (30 Minuten). Danach fügt man 15 ml 95%iger Schwefel·
säure p. a. (Merck Nr. 731) zu und verschließt die Stechampulle
sofort. Unter vorsichtigem Umschwenken wird die Probe nun
vollständig gemischt, verschlossen und über Nacht (18 Stun-
den) bei 35 °C in einen Wärmeschrank gestellt.
Gaschromatographische Analyse
Mittels einer gasdichten Spritze (250 Hamilton) entnimmt
man 200 aus der Gasphase (head space) der Stechampulle
und injiziert in den entsprechend modifizierten Gaschromato-
graphen (Abb. 1). Die Arbeitsbedingungen für die gaschromato-
graphische Analyse entsprechen der von uns beschriebenen CO-
Bestimmungsmethode (6) des aus Ameisensäure gebildeten
Kohlenmonoxids, das auf einer Nickelkatalysatorstrecke (Abb. 1)
zu Methan reduziert wird. Die gaschromatographischen Bedin-
gungen sind in Tabelle l zusammengefaßt.
Kalibrierung
Zur Erstellung von Standardkurven werden wäßrige Lösungen
von Natriumformiat hergestellt, die zwischen 0,11 und
2,17 mmol/1 Ameisensäure enthalten, und wie Harnproben
aufgearbeitet.
Berechnung
Zur Berechnung der Analysenergebnisse wird von den Flächen
der Probenpeaks der jeweilige mittlere Reagenzienleerwert afr
Tab. 1. Gaschromatographische Arbeitsbedingungen.
Abb. 1. Schematische Darstellung der gaschromatographischen
Ameisensäure (Kohlenmonoxid) Bestimmung,
(l Injektor; 2 Vorsäule; 3 Trennsäule; 4 Katalysator-
säule mit Heizbandage; 5 Regeltrafo; 6 FID; 7 synth&-
tische Luft; 8 Wasserstoff; 9 Stickstoff; 10 Verstärker
11 Schreiber).
Gaschromatograph
Detektor
Injektor
Trägergas
Brenngase
Becker Delft 420
Flammenio nisationsdetektor,
FID 300 °C
100 °C
Stickstoff 25 ml/min
synthetische Luft 250 ml/min
Wasserstoff 30 ml/min
Gaschromatographische Säulen
Material
Außendurchmesser
Vorsäule:
Temperatur
Füllmaterial
Länge
Trennsäule:
Temperatur
stationäre Phase
Länge
Katalysatorsäule:
Temperatur
Füllmaterial
Länge
rostfreier Stahl
6mrii
100 0C
KOH auf Chromosorb
G/AW 80-100 mesh
0,2m
100 °C
Linde Molekularsieb 5 A
30-80 mesh
2m
300 °C
Ni auf Chromosorb G/AW
80-100 mesh
0,2m
gezogen. Die erhaltenen Werte werden durch die Fläche eines
bei jeder Analysenserie mit analysierten COStandaids (Linde
Plastigas 100 vpm £ l cm3Im* CO Stickstoff) dividiert. Mit
diesen Quotienten geht mari in die entsprechende Standard-
kurve ein und erhält die Konzentration der Ameisensäure in
mmol/L
Ergebnisse
Aus Abbildung 2 geht hervor, daß die unter Einwirkung
der Schwefelsäure ablaufende Bildung von Kohlen-
monoxid aus Ameisensäure nach ca 8 Stunden abge-
schlossen ist. Der Meßwert bleibt über ca 27 Stunden
konstant.
300
,200
100-
t
10 15 20 25
Reaktionszeit [hl
30
Abb. 2. Einfluß der Einwirkungszeit von konzentrierter Schwe-
felsäure auf die gemessenen Peakfläehen von Ameisen-
säurelösungen.
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Die Retentionszeit für das zur Messung kommende
Kohlenmonoxid beträgt 8,8 Minuten (Abb. 3).
Die Standardkurve, bei der der Quotient aus den Peak-
flächen des freigesetzten Kohlenmonoxids und der
Peakfläche eines während der gleichen Analysenserie
mitgemessenen CO-Kalibriergases gegen die eingesetzten
Ameisensäurekonzentrationen aufgetragen wurde, er-
wies sich im untersuchten Bereich (0,11—2,17 mmöl/1
Ameisensäure) als linear (y = 0,0204 + 0,2796 x; r =
0,9997). Zur Überprüfung der Selektivität des Analy-
senverfahrens wurde eine Reihe von normalerweise im
Harn vorkommenden Substanzen (Tab. 2) hinsichtlich
möglicher Störeinflüsse untersucht. Dazu wurden wäß-
rige Lösungen dieser Stoffe in einer Konzentration von
je l g/l dem Analysengang unterworfen. Es zeigte sich,
daß diese Substanzen, die unter dem Einfluß von kon-
zentrierter Schwefelsäure ebenfalls CO abspalten, wie
z. B. die 2-Hydroxy- und die 2-Oxocarbonsäuren,
durch die Wasserdampfdestillation abgetrennt werden
konnten bzw. nicht störend in Erscheinung iraten.
Die Genauigkeit und Richtigkeit der Methode wurde
durch mehrmalige Analyse von Harnproben getestet,
10
Zeit [min]
Abb. 3. Gaschrömatogramm einer aufgearbeiteten Harnprobe
zur Bestimmung von Ameisensäure. Die Ameisensäure-
konzenträtkm betrug 0,402 mmol/1.
Tab. 2. Stoffe, die hinsichtlich möglicher Störeffekte bei der
Ameisensäurebestimmung untersucht wurden. Die
Konzentration der untersuchten Lösungen betrug
jeweils l g/L
Äpfelsäure
Brenztraubensäure
Citrpnensäure
Formiminoglutaminsäure
Glyoxylsäure
2-Oxoglutarsäure
Milchsäure
Oxalsäure
denen unterschiedliche Ameisensäuremengen zugesetzt
worden waren. Die Mittelwerte (x), die Standardabwei-
chungen (s) und die Variationskoeffizienten (V) dieser
Bestimmungen sowie die unter Berücksichtigung des
Harnleerwertes errechneten Wiederauffindungsraten
sind in Tabelle 3 zusammengefaßt.
Die Nachweisgrenze der Ameisensäure in Form von Koh-
lenmonoxid beträgt unter Zugrundelegung eines Signal-
Rauschverhältnisses von 3:14,3 jumol/l Ameisensäure
im Harn.
Zur Überprüfung der praktischen Anwendbarkeit sowie
zur Bestimmung der normalerweise im Urin vorkom-
menden Ameisensäurekonzentration wurde bei einem
Kollektiv von 30 Büroangestellten der Ameisensäure-
gehalt des Harnes bestimmt. Gaschromatographisch wur-
den Ameisensäurekonzentrationen zwischen 0 und
2,79 mmol/1, im Mittel 0,39 ± 0,60 mmol/1, gemessen.
Zusätzlich wurde bei dem gleichen Kollektiv die Amei-
sensäure photometrisch nach Rietbrock (10) bestimmt.
Hier ergaben sich Ameisensäureausscheidungen zwischen
0 und 4,24 mmol/1. Die mittlere Ausscheidung betrug
in diesem Fall 0,56 ± 0,89 mmol/1. Die nach beiden
Methoden bestimmten individuellen Ameisensäurekon-
zentrationen im Harn sind in Tabelle 4 zusammenge-
stellt. Die nach beiden Methoden erhaltenen mittleren
Ameisensäurekonzentrationen unterscheiden sich in
einem t-Test mit verbundenen Stichproben statistisch
signifikant (t = 2,614*)l).
Bei dem gleichen Kollektiv korrelieren die photome-
trisch und die gaschromatographisch ermittelten Amei-
sensäurekonzentrationen straff (y = 0,0077 +
1,4168 x; r = 0,958***)A)· Die nach beiden Methoden
bestimmten individuellen Ameisensäurekonzentrationen
im Harn sind in Tabelle 4 zusammengestellt.
Diskussion
In Folge der Sonderstellung der Ameisensäure unter
den flüchtigen aliphatischen Carbonsäuren war ihre gas-
chromatographische Bestimmung, wie Doms (8) mit-
teilt, unter anderem wegen des damit verbundenen ge-
ringeren Nachweisvermögens problematisch. Ausrei-
chende Nachweisgrenzen konnten nur nach vorhergehen-
Tab. 3. Genauigkeit und Richtigkeit von Ameisensäureanalysen
im Harn.
n
6
6
6
Sollwert
(Leerwert +
zugesetzte
Menge
(mmol/lj)
0,206 * 0
0,206 + 0,109
0,209 + 1,086
Istwert
x s V
[mmol/lj [mmol/lj [%]
0,206 0,006 2,9
0,333 0,024 7,2
1,309 0,091 7,0
Wieder-
auf-
fmdung
%
—105,7
101,1
1)*: <0,05;***: < 0,001.
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Tab. 4. Gemessene Ameisensäurekonzentrationen in Harnproben
eines Normalkollektivs (n = 30).
Probe
Nr.
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
gaschromatographisch
[mmol/1]
1,79
0
0,49
0,25
0,22
0,12
0,50
0,21
0
0
0,35
0,02
0
2,79
0,47
0,60
0,38
0
0,09
0,12
0,10
1,01
0,02
1,14
0
0,12
0,12
0,25
0,51
0,10
photometrisch
nach Rietbrock
[mmol/1]
1,65
0,03
0,59
0,29
0,11
0,15
0,29
0,18
0,04
0
0,61
0,28
0
4,24
0,65
1,03
0,47
0
0,15
0,28
0,19
2,09
0,20
2,01
0
0,09
0,11
0,28
0,74
0,18
x± s 0,39 ± 0,60 0,56 ± 0,89
der Veresterung erzielt werden. Die bei unserer Methode
an Stelle der Veresterung durchgeführte Spaltung der
Ameisensäure ist - bei zumindest ebenbürtiger Emp-
findlichkeit - einfacher durchzuführen und damit we-
niger störanfällig. Die zur Abtrennung der 2-Oxo- bzw.
2-Hydroxycarbonsäuren, sowie anderer störender Sub-
stanzen (Tab. 2) notwendige Wasserdampfdestillation
stellt allerdings einen gewissen Arbeitsaufwand dar.
Dieser kann jedoch durch eine routinemäßige Durch-
führung dieser unproblematischen Operation stark re-
duziert werden, so daß von einer technischen Assistenz
täglich bis zu 20 Harnproben analysiert werden kön-
nen. Darüber hinaus bietet dieses Verfahren die Mög^
lichkeit ohne Änderung der gaschromatographischen
Parameter Kohlenmonoxid in Blut und Luft zu bestim-
men, was besonders im arbeitsmedizinisch-toxikologi-
schen Labor eine sinnvolle Auslastung der Gerätekapa-
zität zuläßt.
Die erwiesene Spezifität (s. Abb. 3 und Tab. 2) des
Analysenverfahrens beruht auf dem charakteristischen
Zerfall der Ameisensäure in Wasser und Kohlenmon-
oxid unter der Einwirkung von konzentrierter Schwe-
felsäure. Andere Harnbestandteile, insbesondere
2-Oxo- und 2-Hydröxycarbonsäuren, die unter diesen
Bedingungen ebenfalls CÖ abspalten, werden durch
eine Wasserdampfdestination abgetrennt. Weitere Sub-
stanzen, wie Kohlendioxid, das wie Kohlenmonoxid
ebenfalls katalytisch zu Methan reduziert wird, wer-
den gaschromatographisch auf der Molekularsiebsäule
abgetrennt. Durch die Verwendung von KOH in der
Vorsäule werden weitere Verunreinigungen zurück-
gehalten, so daß auch im monatelangen Betrieb kein
Unwirksamwerden der Katalysatorstrecke zu beob-
achten war. Der Peak, der auch bei der Analyse von
Reagenzienblindwerten bei einer Retentionszeit von
5,4 min auftritt, konnte bisher nicht identifiziert wer-
den.
Die Genauigkeit und Richtigkeit der Methode ist bei
Variationskoeffizienten um 7% und Wiederauffindungs-
raten zwischen 101 und 105% als gut zu bezeichnen
und erfüllt die Anforderungen der statistischen Quali-
tätskontrolle (9,10). Diese Ergebnisse sind auf die her-
vorragende gaschromatographische Abtrennung, sowie
auf die Verwendung eines externen Kohlenmonoxid-Ka-
libriergas-Standards zurückzuführen. Da, wie die Quali-
tätskontrolle zeigt, der von Tag zu Tag auftretende Ana-
lysenfehler 10% nicht übersteigt, konnte auf die Ver-
wendung eines inneren Standards verzichtet werden.
Die Nachweisgrenze von 4,3 /l, die auf die Verwen-
dung eines Flammenionisationsdetektors zurückzu-
führen ist, erlaubt es, den Arneisensäuregehalt auch im
Harn von Normalpersonen festzustellen. Die hier im
Vergleich zur photometrischen Methode nach Rietbrock
gemessenen niedrigeren Ameisensäureausscheidungen,
dürften hauptsächlich auf die größere Spezifität der
gaschromatographischen Methode zurückzuführen sein.
Welche Bedeutung dem Nachweis der Ameisensäure als
Überwachungsuntersuchung zur Beurteilung von
Methylhalogenid bzw. Methanolexpositionen zukommt,
muß weiteren Untersuchungen vorbehalten bleiben. Es
kann jedoch schon heute gesagt werden, daß die
Methode aufgrund ihrer hohen analytischen Zuverlässig-
keit sowie ihrer Praktikabilität die Voraussetzung für
eine weitere arbeitsmedizinische Erkenntnisgewinnung
auf dem Gebiet des Methylhalogenid-Metabolismus
schafft. Außerdem dürfte das Verfahren sicherlich auch
z. B. in der Lebensmittelchemie zur quantitativen Be-
stimmung des Konservierungsmittels Ameisensäure sinn-
voll einzusetzen sein.
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